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Die Erfindung betrifft ein Set zur ko„a,inierterx An«endung for die 
Beh^l>>ng von K.ebspatlenten. sowie dessen diagnostisc J v::. 




Krebs ist sine weit verbreltete Kraiikheit und verlSuEt ,h n 
..lie. tOdXiC. oie K.ebsu.e..pie ™.as.t ObliZ^le "il it'- 
fernung exnes sollden Tu^.s und eine weitere Bef^^^ l^T 
Metastason verhindem bz„. reduzia^en soil. Zu den StanL^he- 
rap.en zahlen neben der chlrurgle noch die Chemotlxerapir^^e- 
straiaungstherapie. Trotz der u»fassenden Therapie, o^Jt 
schv^ren Nebenwirkungen einher gaht. ist der Behandlungserfol^ 
nngenugend. An. Mufigsten treten Krebsformen „it epithelial^ 
^^Tunoren auf, die .anter anderem Bmst. Magen, Dar™, pI^^L 
.^unge. Prostata und Eierstock betreffen. Die Rflokf allsrate bei 

^Trl: T "«^-^"^->^er epithelialer KreL 

g^lt nahezu als unheilbar. Es gilt daher bei der Behandlung von 
Krebspatrenten die Metastasenbildung zu verhindem bz„. zu redu- 

Tvmorzellen kennen von Prin^rtumoren in K6rperf IQssigkeiten und 
anderen Organen disse^inieren . Diese disse«inierte„ Ln^rz^l^^ 
konnen s.ch ^ Huhezustand befinden und sind durch eine Che^r 
therap.e (Radiotherapie, oft nicht angreifbar. Ein derartig L- 

zustand weloher auoh als „n>inin,al residual disease" beschriebei^ 
t . T ha"- Sedoch ein Potential zur M^t^!^ 

tas^.ldung, ^ sie zu wachsenden und metastasierenden Zellen 

Die IMnuntherapie stellt eine innovative Behandlungsm6glichkeit 
von Krebspatienten dar. Sov^hl aktive als auch passive I^unthe- 
rapxe sxnd anerkannte MaEnahmen zur Diitersttttzung des Inmunsys- 

Das adaptive Inmunsystem des Menschen besteht aus zwei wesentli- 
chen Kon^onenten, der hu„oralen und der zellulSren l^unitat. Die 
adaptive Inmunantwort beruht zum Teil auf der klonalen Selektion 
T»irKT ^-l^"bt im Prlnzlp die Erkennung 

Oe^oh^J^f i^nunologischen 
oedachtnisses. Dxese Merkmale des adaptiven In>munsysten,s werden 
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generell bei Impfungen nutzbringend angesprochen. 

Jede B-Zelle produziert einen Antikorper mit bestimmter Bin- 
dungs spez if i tat . Dieser Antikorper befindet sicb als spezifischer 
Rezeptor auch in der Membran der ihn produzierenden B~Zelle. Die 
hixmorale Immunantwort gegen als freittd erkannte Antigene beruht 
auf der selektiven Aktiviening derjenigen B-Zellen, die solche 
Antikorper produzieren, die an Epitope des jeweiligen Antigens 
binden kSnnen. Fur die Antikoarpervielf alt spielen DNA-Rearrange- 
ments im Verlauf der B-Zelldif f erenzierung eine entscheidende 
Rolle. 

Es gibt mehrere Moglichkeiten, in das Iiranunsystem einzugreif en. 
Ein Ansatz, Tumorzellen relativ spezifisch zu zerstSren, ist die 
passive Iinmxantherapie mit Antik5rpem, die gegen Tumor-assozi- 
ierte Antigene (TAA) gerichtet sind { Immimology Today (2000), 
21:403-410; Curr. Opin. Immunol, (1997) , . 9 : 717) . Ein anderer An- 
satz, Tumorzellen zu zerstoren, ist eine aktive Impfung, die eine 
Immunantwort gegen TAA auslost. Diese Immunantwort ist somit auch 
gegen die entsprechenden Tumorzellen gerichtet (Ann. Med. (1999) , 
31:66; Immxanobiol . (1999), 201:1). 

1. Passive Antikorpertherapie : 

Fttr therapeutische Zwecke ist es mSglich, Antikorper, die not- 
wendig sind, urn eine bestimmte Funktion innerhalb eines Organis- 
mus zu erftillen, diesem Organismus zuzuf tlhren . Diese Art der An- 
wendung wird passive Iiramantherapie genannt und kann bei verschie- 
denen medizinischen Indikationen eingesetzt werden, z.B. bei 
Krebs-Immuntherapie (Immunol. Today (2000), 21:403), Vergiftungen 
(Toxicon (1998), 36:823; Therapie (1994), 49:41) und Infektionen 
(Clin. Infect. Dis . (1995), 21:150). In diesen Fallen konnen An- 
tikorper eingesetzt werden, die entweder aus -entsprechend immu- 
nisierten Tieren stammen oder liber Immortalisierung von Immun- 
globulin-Genen durch verschiedene biologische oder molekularbio- 
logische Techniken aus Zellen gewonnen werden konnen (z.B. Hy- 
bridoma-Technik, Phage-Display-Technik, etc. ) . 



2. Aktive Iiranunisierting: 



Zur Modulation des IiTim\insys terns kaim man mit Antigenen immimi- 
sieren. Antigene sind Molekule, Molekiil-Komplexe Oder ganze Or- 
ganismen, an welche Antik5rper binden kSnnen. Nicht alle Antigene 
rufen eine Immunantwort hervor, d.h. nicht alle Antigene sind 
immimogen. Bestimmte kleine Molekule werden vom Immxinsystem nicht 
registriert (Haptene) , solche kleinere Molekule kann man dem Im- 
munsystem in geeigneter Form prSsentieren und sie dadurch iramu- 
nogen machen. Eine derartige Methode ist die Kopplung des Haptens 
an ein immunogenes MolekQl, ein sogenanntes "TrSgermolekiil" . Zur 
aktiven Immunisierung kdnnen auch AntikOrper-Prfiparate eingeset 
werden, wie in der EP 1140168 beschrieben. 

Tumorzellen kdnnen durch das Immunsystem nur bedingt angegriffen 
werden, da sie sich von normalen Zellen kaum iinterscheiden und 
daher spezifische AntikSrper fehlen. viele Arbeiten beschfiftigeri 
sich mit der Identif izier\ing geeigneter Targets, also Zielanti- 
gene, zur Herstelliing von Tumor-spezif ischen Antikdrpem. Die 
lmm\antherapie zur Behandlung von Krebs umfasst dann entweder die 
passive Therapie durch die direkte Verabreichung der spezifischen 
AntikSrper oder die aktive Impfiang mit geeigneten Antigen-Targets 
zur Stimulierung des Immunsystems und Generierung der spezifi- 
schen AntikSrper in vivo. 

Bestimmte TAA werden als relevante „ targets" zur Entwicklung von' 
immuntherapeutischen Mitteln zur Prophylaxe und/oder Behandlung 
von Krebs definiert. TAA sind Strukturen, die bevorzugt auf der 
Zellmembran von Tumorzellen escprimiert sind, dadurch eine Unter- 
scheidiang zu nicht-malignem Gewebe ermSglichen und daher als 
Zielpunkte fur diagnostische \ind therapeutische Anwendungen von 
spezifischen Antikorpem gesehen werden. 

Krebszellen haben praktisch immer, neben anderen physiologischen 
Eigenheiten, die sie von normalen Zellen unterscheiden, eine 
verSnderte Art der Glykosylierung (Glycoconj . J. (1997), 14:569; 
Adv. Cancer Res. (1989), 52:257; Cancer Res. (1996), 56:5309). 
Obwohl die VerSnderungen von Gewebe zu Gewebe unterschiedlich 
sind, kann man feststellen, dass eine aberrante Glykosylierung 
typisch fur Krebszellen ist. In den meisten Fallen wird die ver- 





V 



c<cc cf crc 



- 4 - 

anderte Glykosylieaning an der OberflSche der Zellen in Form von 
Glykoproteinen und Glykolipiden prSsentiert. Diese ver&iderten 
Zuckerstrukturen kOnnen daher als TAA bezeichnet warden, die in 
vielen Fallen ausreichend genug ttamorspezif isch sind, d.h. sie 
kommen in "normalen" Zellen selten vor. In vielen Fallen erzeugen 
die Zellen, tind audi die Tumorzellen keine einheitliche Glykosy- 
lierimg, d.h. es existieren verschiedene Glykoformen von komple- 
xen Glycan-Ketten auf einer Zelle (Annu. Rev. Biochem. (1988), 
57:785). 

Im Verlauf der Entdeckung vind nachf olgenden Charakterisiertmg von 
verschiedenen TAA hat sich herausgestellt, dass diese oft wich- 
tige Funktionen ftir Krebszellen haben. sie ermoglichen den ent- 
arteten Zellen, charakteris.tische Eigenschaf ten fiir den malignen 
Phanotyp wie z.B. vermehrte Adhasionsfahigkeit oder vermehrte 
Aufnahme von Wachs turns faktoren auszuiiben, die fur die Etablier\ang 
von Metastasen von groiSer Bedeutung sind. Allerdings kOnnen sol- 
che Antigene durchaus in bestimmten Stadien auch auf normalen 
Zellen ejcprimiert sein, wo sie ftir normale Fxinktionen dieser 
Zellen verantwortlich sind, Ein Beispiel daftir ist das Lewis Y 
Kohlenhydratantigen, das auf der Mehrzahl der Tumoren epithelia- 
len Ursprungs aufscheint, aber auch wahrend der fotalen Entwick- 
lung epithelialer Gewebe eine wichtige Rolle spielt. Es wurde 
gezeigt, dass die Expression dieses Antigens in Limgenkrebs mit 
einer ungtinstigen Prognose assoziiert ist, da Lewis Y positive 
Krebszellen of fensichtlich ein h5heres metastatisches Potential 
haben (N. Engl. J. Med. 327 (1992), 14). 

In der EP 0 528 767 ist die Verwendung eines humanisierten anti- 
Lewis Y-AntikOrpers zur Behandlung von epithe'lialem Krebs be- 
schrieben . 

Unter den weiter bekannten Tumor-assoziierten Kohlenhydratstruk- 
turen finden sich z.B. alle Lewis-Antigene, die verstarkt in 
vielen epithelialen Krebsarten exprimiert werden. Dazu gehSren 
neben Lewis y-Strukturen auch Lewis x- und Lewis b- Strukturen, 
sowie sialylierte Lewis x-strukturen. Andere Kohl enhydrat -Anti - 
gene sind GloboH-Strukturen, KHl, Tn-Antigen, TF-Antigen und das 
alpha-1 , 3-Galactosyl-Epitop (Elektrophoresis ( 1999 ) , 20:362; 
Curr. Pharmaceutical Design (2000), 6:485, Neoplasma (1996), 
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43:285) 



J^ndere TAA sind Proteine, die von Krebszellen besonders stark 
exprimiert werden, wie z.B. CEA, TAG-72, MUCl, Folate Binding 
Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, etc. (Sem. 
Cancer Biol. (1995), 6:321). Relevante TAA sind oftmals Oberfia- 
chenantigene von epithelialen Zellen, die vermehrt in wachsenden 
Zellen, wie fdtalem Gewebe, xond auch an Txxmorgewebe auftreten. 
Eine spezielle Gruppe von TAA sind an den AdhSsionsprozessen der 
epithelialen Zellen beteiligt. Zu den zellulSren Adhasionspro- 
teinen, die auf Txamorzellen tiberexprimiert werden, zahlen EpCAM, 
NCAM und CEA. 

In der Osterreichischen Anmeldting A 744/2002 ist ein iiranxinogener 
AntikSrper mit mindestens zwei verschiedenen Epitopen eines TAA 
beschrieben. Ein bevorzugter AntikSrper weist mindestens ein 
Epitop von EpCAM \ind ein Epitop von Lewis Y auf. 

Gemafi Allergol. et Immunopathol 25, 4 (176-81), 1997 wird das 
MUC-1 Genproduct, das polymorphe epitheliale Mucin, und die Ent- 
wicklung von spezifischen monoklonalen Antikorpern beschrieben. 
Als Target fur das TAA Mucin wird sowohl die Peptidsequenz als 
auch spezifische Kohlenhydrate untersucht. 




Direkte therapeutische Anwendxingen von Antikorpern gegen TAA be 
iruhen auf passiven Immuntherapien, das heiSt, ein spezifischer 
AntikSrper wird systemisch in geeigneter Menge an Krebspatienten 
verabreicht und Wot eine immimtherapeutische Wirkung aus. Die 
biologische Halbwertszeit solcher Agenzien hSngt von ihrer 
Struktur ab vmd ist begrenzt. Daher ist es notwendig, wiederholte 
Applikationen vorzunehmen . Das kann bei Verwendting von xenogenen 
Antikdrpern (z.B. murine monoklonale Antikorper, MAK) aber zu 
unerwunschten Immxinreaktionen fiihren, die eine mdgliche thera- 
peutische Wirkung neutralisieren und gefahrliche Nebenwirkun- 
gen (anaphylaktische Reaktionen) bedingen kSnnen. Daher kannen 
solche imrauntherapeutika nur ftir eine begrenzte Zeit verabreicht 
werden . 




Eine bessere VertrSglichkeit wird durch Reduktion der xenogenen 
Strukturen des AntikSrpers und dem Einbau von menschlichen 
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Starukturen erzielt, beispielsweise mit chimaren oder humanisier- 
ten Antikorpern. Es warden auch Systeme zur Herstellung spezifi- 
scher hiimaner Antikorper entwickelt. So kSnnen bestimmte 
Zelllinien, Organismen oder transgene Tiere gemSiS Stand der 
Technik hiamane Antikorper produzieren. 

Gemafi der WO 0142796 warden Gewebeproben solider Tiimoren zur ver- 
bessertan biologischen Untersuchimg prapariert. Dabei werden 
sogenannte „microarrays'\ also gleichartige Felder von Tioitiorge- 
webe in konsarvierter Form hargastellt , welche in mikroskopisclien 
Reihenuntersuchungen fiir histopathologische xind immunhistochemi- 
sche Befunde herangezogen werden. 

Die Erfindimg stellt sich zur Aufgabe, die immuntherapeutische 
Behandlung von Krebspatienten durch die Auswahl geeigneter Zie- 
lantigene und die begleitende Diagnostik zu verbessem. 

Die Aufgaba wird erf indungsgemaS durch den Gegenstand der An- 
spruche geldst. 

Erf indungsgamalS wird ain Sat zur Verfiigung gastallt, welches zur 
kombiniarten Anwendung fiir die Behandlung von Krebspatienten ge- 
eignet ist. Das Set umfasst die Komponenten 

a) ein Antigen eines zellularen Oberf lachenproteins , oder einen 
Antikorper gerichtet gegen das zellulSre Oberf ISchenprotein, 
und 

b) ein Antigen einer aberranten Glykosilierimg, oder einen 
Antikorper gerichtet gegen die aberrante Glykosilierung. 

Krebszallen haben - wie erwahnt - praktisch immer, neben anderen 
physiologischen Eigenhaiten, die sie von normalen Zallen des je- 
weiligen Gewebes unterscheiden, aina varandarte Art der Glykosy- 
lierung (Glycoconj . J. (1997), 14:569; Adv. Gancer Res . (1989), 
52:257; Cancer Res. (1996), 56:5309). Obwohl die Veranderungen 
von Gewebe zu Gawebe unterschiedlich sind, kann man feststellen, 
dass aina aberrante Glykosylierung typisch fur Krebszallen ist 
(verglichen mit den entsprechenden normalen Zellen in diesem Ge- 
webe) . In den meisten Fallen wird die verSnderte Glykosyl leaning 
an der Oberflache der Zellen in Form von Glykoproteinen und Gly- 
kolipiden prSsentiert. Diese verSnderten Zuckerstrukturen kOnnen 



daher als TAA bezeichnet werden, die in vielen Fallen ausreichend 
genug txamorspezif isch sind, d.h. sie kommen in "normalen" Zellen 
selten vor. In vielen Fallen erzeugen die Zellen, und auch die 
Tumorzellen keine einheitliche Glykosylierung, d.h. es existieren 
verschiedene Glykoformen von komplexen Glycan-Ketten auf einer 
Zelle (Annu. Rev. Biochem. (1988), 57:785). 

Die Korobination der aktiven S\ibstanzen betrifft also entweder 
eine Antigen- Antigen, eine Antigen-Antikdrper oder eine AntikQr- 
per-Antik6rper Zusammenstellung. Mit dem erf indungsgemaSen Set 
werden ef fektive Iminuntherapien, die gegen Tiomor spezifische 
Zielantigene gerichtet sind, moglich. ^ 

Es hat sich tiberraschenderweise herausgestellt, dass die gemein- 
same, simultane, parallele oder konsekutive spezifische Bildung 
der Immunkomplexe von Antikorpern mit den Antigenen der Kontpo- 
nenten des Sets besonders zum positiven Krankheitsverlauf eines 
Krebspatienten beitragt. Insbesondere wurde herausgefunden, dass 
Krebspatienten, die beide Zielantigene gemeinsam auf soliden Tu- 
moren aufweisen, eine nnverhaltnismaSig schlechtere Prognose der 
Uberlebenszeit aufweisen, als Patienten mit nur einem der Zie- 
lantigene. Die immxintherapeutische Behandlung mit der erfin- 
dungsgemaiSen Kombination der Tumor assoziierten Komponenten gilt 
daher als besonders effektiv, urn die tJberlebenszeit bzw. rack- 
fall freie Zeit zu veriangem. ^ 

Die Zielantigene der Komponente a) stellen vorzugsweise mindes- 
tens ein Epitop eines zellularen AdhSsionsproteins dar, und sind 
bevorzugt aus den homophilen Adhasionsproteinen epithelialer Tu- 
morzellen ausgewahlt. Diese haben die Eigenschaf ten, dass sie an 
die gleichen Oberf lachenproteine anderer Tumorzellen binden kon- 
nen und somit ein Zellagglomerat bilden konnen. Dazu zahlen An- 
tigene, die insbesondere vom EpCAM-Antigen abgeleitet sind, das 
EpCAM Molekul selbst bzw. Epitope, Telle oder Mimiks davon. Ein 
besonders gutes Immunogen ftir die aktive Immunisierung mit einem 
Antigen der Komponente a) ist ein imm\inogener Antikorper, . wie in 
der EP 1140168 Bl beschrieben. Weitere besonders bevorzugte An- 
tigene zellularer Adhasionsproteine sind entweder von NCAM \ind 
CEA abgeleitet. 
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Gemas einer weiter bevorzugten AusfOhrungsf orm ist das Antigen 
der Koraponente a) mit mindestens einem Epitop eines OberflSchen- 
rezeptors ausgestattet, insbesondere eines Rezeptormolekais aus- 
gewahlt aus der Gruppe der EGF-Rezeptorf amilie, darunter den EGF- 
Rezeptor und Her-2/neu Rezeptor, CD55-Rezeptor, Trans ferrinre- 
zeptor und P-Glycoprotein. Dariiberhinaus sind aber auch Antigene 
itiit Epitopen eines Mucins, insbesondere MUCl, oder CA125 erfin- 
diongsgemaS verwendbar. 

Unter den fiir die Komponente a) relevanten Epitopen findet sich 
vorzugsweise mindestens ein Epitop eines humanen Antigens ausge- 
sucht aus der Gruppe der Peptide oder Proteine mit regulativer 
Fxmktion fttr zellulSre Adhasionsprozesse und Rezeptorfunktionen. 
Dazu zfihlen neben den bereits erwShnten Antigenen insbesondere 
auch T-Zell Peptide, welche vorzugsweise von den TAA abgeleitet 
sind. 

Ein Antigen der Komponente b) des erf indiongsgemaiSen Sets ist auf 
die Immuntherapie gegen ein Epitop eines Kohlenhydrats ausge- 
richtet. Erf indungsgemaS bevorzugte Kohl enhydrat-Epi tope sind 
Tumor-assoziierte, aberrante Kohlenhydratstrukturen, wie die Le- 
wis-Antigene, z.B. Lewis x-, Lewis b- und Lewis y-Strukturen, 
sowie sialylierte Lewis x-Strukturen. Waiters sind auch GloboH- 
Strukturen, KHl, Tn-Antigen, TF-Antigen, das alpha~l-3 , Galacto- 
syl-Epitop bevorzugte Kohlenhydrat-Antigen-Strukturen im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung. 

Ein besonders gutes Target ftir die Komponente b) ist das Lewis Y- 
Antigen. Besonders bevorzugt ist die Verwendung eines humani- 
sierten Antikorpers, wie in der EP 0 528 767 beschrieben. Dieser 
Antikorper erkennt Lewis Y-Antigen an Tumorzellen bzw. Oberfia- 
chenrezeptoren von Tumorzellen und ist fxir die passive Immunthe- 
rapie geeignet. 

Es hat sich herausgestellt , dass die Oberf lachenrezeptoren einer 
Tumorzelle mit einer aberranten Glykosilierung ausgestattet sind 
und relevante Epitope im Sinne der Erfindung ausbilden. Dies be- 
trifft vor allem die Familie der EGF-Rezeptoren, darunter den 
EGF-Rezeptor oder Her-2/neu Rezeptor. Die erf indungsgemaiSe Kom- 
bination der Zielantigene, die von dies en Glykoproteinen stammen. 



eventuell mit weiteren Antigenen der aberranten Glykosiliertmg 
ist daher besonders bevorzugt. 



Durch die Immimtherapie mit dem Target der aberranten Glykosi- 
lieriing werden gleichsam alle Tumor - spezifischeh Rezeptoren, 
die durch diese aberrante Glykosilierung charakterisiert sind, 
blockiert. Darunter sind etwa alle Rezeptoren der EGF-Rezeptor- 
familie, der CD55 (79lTgp72/DAF - decay accelerating factor) - 
Rezeptor, der Trans f err inrezeptor tind das P-Glycoprotein . 

Es hat sich auch herausgestellt, dass AntikSrper, die gegen eine 
aberrante Glykosilierung gerichtet sind, in fxinktioneller Weise 
an mehrere Rezeptoren der Familie der EGF-Rezeptoren binden und 
damit die Signalkaskade zur Induktion des Zellwachstums effektiv 
blockiert werden kann. Es konnte in der Ssterreichischen Anmel- 
dung A 995/2002 gezeigt werden, dass insbesondere die erkl und 
erk2 - Isoformen der MAP-Kinase funktionell durch die erfin- 
dungsgemaS verwendeten AntikSrper gebunden werden konnen. Die 
BindTing der Wachs turns faktoren an die Rezeptoren wurde dadurch 
verhindert bzw. reduziert. Diese Behandlxing ist im Vergleich zur 
lmm\intherapie mit AntikSrpem gegen den proteinaren extrazellu- 
laren Tail des EGF-Rezeptors spezif ischer, da die ungewohnlichen 
Tumor-assoziierten Kohlenhydratstrukturen auf EGF-Rezeptoren von 
normalen Zellen fehlen. Andererseits ist die Behandlung univer- 
seller, da gleichzeitig verschiedene Rezeptoren mit gleicher 
aberranter Glykosilierimg blockiert werden. 

Durch den erf indungsgemfiSen Einsatz der Immuntherapie gerichtet 
gegen eine aberrante Glykosilierung wird somit auch die mitogene 
Stimulierung einer Krebszelle durch EGF oder Heregulin verhin- 
dert. Die spezif ische Bindung der Antikarper an eine Tumor-asso- 
ziierte Glykosilieroing von Krebszellen blockiert die Interaktion 
der Rezeptoren von Wachs turns faktor en mit deren physiologischen 
Liganden und hemmt die Signaltransduktion durch diese Rezeptoren 
und damit das Zellwachstum. 

Gleichzeitig kann ein solcher Antikorper durch seine Wirkung in- 
nerhalb des humoralen und zellulSren ImmTinsystems die Tumorzelle 
spezifisch angreifen. Tumorzellen, die den EGF-Rezeptor bzw. Re- 
zeptoren der EGF-Rezeptor Familie esqprimieren, werden erfin- 
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dungsgemafi spezifisch gebiinden iind konnen lysiert werden. 

Die besonders bevorzugte erf indxingsgemaSe Kombination der Zie- 
lantigene betrifft ein Epitop des EpCAM-Molekiils oder des Her- 
2/neu Rezeptors ftir die Komponente a) und ein Epitop des Lewis Y 
Molekiils fiir die Komponente b) , 

Die Zielantigene sind durch die spezifische Immuntherapie entwe- 
der direkt betrof fen oder indirekt durch die Bindung von TAA, die 
eine Funktion der Zielantigene wesentlich beeintrachtigen. Zie- 
lantigene iimfassen insbesondere Epitope proteinarer Antigene, 
Glykoproteine oder Kohlenhydratantigene . In der Regel ist davon 
auszugehen, dass unter einem proteinaren Antigen ein Polypeptid 
von mindestens ftinf Aminosauren zu verstehen ist. 

Bevorzugte Epitope sind von Antigenen abgeleitet, die spezifisch 
fiir epitheliale Tumoren sind und ebwa vermehrt bei Brustkrebs, 
Krebs des Magen und Darms, der Prostata, Pankreas, Ovarien und 
der Lunge vorkonunen. Unter den bevorzugten Epitopen sind dieje- 
nigen zu finden, welche vor allem eine huinorale Immunantwor t , 
also eine spezifische Ant ikorperbil dung in vivo hervorrufen. An- 
dererseits konnen auch diejenigen Antigene als Epitope im Sinne 
der Erfindung ausgewahlt werden, welche eine T-Zell spezifische 
Immiinantwort generieren. Darunter sind vor allem auch intrazel- 
lulare Strukturen bzw. T-Zell Peptide zu finden. Geeignete Epi- 
tope werden zumindest in 20%, vorzugsweise mindestens in 3 0% der 
Faile von Tumorzellen einer bestimmten Krebsart exprimiert, wel- 
ter bevorzugt in ztjmindest 40%, insbesondere in zumindest 50% der 
Pat lent en. 

Verfahren zur Auffindung geeigneter antigener Strukturen, Model- 
lierung und Herstelliing der von TAA abgeleiteten Peptide, Poly- 
peptide Oder Proteine bzw. dafttr kodierende Nukleinsauren, weiter 
Lipoproteine , Glycolipide, Kohlenhydrate oder Lipide sind dem 
Fachmann bekannt und konnen ohne unzumutbaren experimentellen 
Aufwand ftir die jeweilige Tumor-spezif ische Struktur zur Verfii- 
gung gestellt werden. Ebenso bekannt sind Verfahren zur Konju- 
gierung oder Derivatisierung derartiger Strukturen, welche 
erf indiingsgemafi ebenso geeignet sind. Weiter sind die Verfahren 
zur Herstellung der spezifischen Antikorpern bekannt, die erf in- 



diingsgemas geeignet sind. 
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Zur Selektion geeigneter antigener Stanikturen bzw. entsprechender 
Antikorper oder Immunkomplexe wird erf indungsgemSlS ein geeignetes 
Antigen und/oder ein entsprechender AntikiJrper durch ein imiauno- 
logisches Screening-Verfahren selektiert. Das erfindungsgemase 
Verfahren zur inununologischen Selektion eines Tiomor-spezif ischen 
Zielantigens oder von Antikorpem gerichtet gegen das Zielantigen 
bedient sich eines diagnostischen Mittels. Diese Mittel enthait 
erfindxingsgemaS die Wirksiabstanzen der genannten Komponenten a) 
iind b) , die beide mit einem immuntherapeutischen Kandidaten 
gleichzeitig oder unabhangig voneinander Immvinkomplexe bilden. 

Das Screening kann mit Hilfe bekannter Methoden, darunter „phage 
display" Methoden void Hybridomatechnologie, iind den Immunreagen- 
zien entsprechend der Komponenten a) und b) oder auch mit quali- 
tativen oder prSparativen Methoden zur selektiven Bindung der 
Kandidaten-Antigene an die Immiinreagenzien durchgefiihrt werden. 
Ein entsprechendes Screening macht erstmals auch die Selektion 
und Praparation eines Neoepitopes mSglich, das erst durch die 
Glykosilierung eines Antigens der Komponente a) mit einer Koh- 
lenhydratstruktur der Komponente b) entsteht. Es hat sich he- 
rausgestellt, dass dieses Neoepitop dann von Tumorzellen 
exprimiert wird, werm ein Krebspatient eine unverhSltnismaSig 
schlechte Prognose hat. Erf indungsgemas ist es nun erstmals mdg-^^ 
lich, mit Hilfe eines Screening-Verfahrens die Tumor-spezif ischJ^^ 
und relevanten Neoepitope zu finden, und entsprechende Immunthe- 
rapien zu entwickeln. Nach Charakterisierung des Neoepitopes 
kannen geeignete AntikdrperprSparationen hergestellt werden, die 
gerade diese Neoepitope erkennen, und vorzugsweise eine oder 
beide der einzelnen Antigene der Komponenten a) und b) nicht er- 
kennen. Die Immxantherapie mit dem Target des Neoepitopes ist in- 
sofern verbessert, dass epitheliale Zellen von normalem Gewebe 
nicht betroffen sind, sondern lediglich die Tumorzellen. 

Beispiele fiir solche Neoepitope sind die Epitope, die durch die 
Glykosilierung eines EpCAM Proteins oder eines Her-2/neu Rezept- 
ors mit Lewis Y-Kohlenhydrat oder entsprechende sialylierte Gly- 
koproteine ausgebildet werden. Wemi AntikSrper mit einer 
Spezifitat far diese Neoepitope hergestellt und prapariert wer- 
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den, so binden diese vorzugsweise nicht an die deglykosilierten 
Proteine, Gerade diese Antikorper werden vorzugsweise als mono- 
klonale Antikorper fiir die passive Immuntlierapie vorgeschlagen, 
um unspezif ische Wechselwirkungen \and Nebenwirkiingen zu vermei- 
den. Die Identif izierung der Neoepitope kann auch als Grundlage 
fiir die Entwicklung von Impf antigenen sein, indem ein Immxinogen 
mit genau diesem Epitop prasentiert wird. Dieses Epitop oder ein 
Abbild (Mimik) des Epitopes kann ohne weiteres aus entsprechenden 
Peptid-Libraries oder auch als Derivat, z.B. als Fragment, eines 
natiirlicherweise vorkommenden Antigens hergestellt werden. Auf- 
griind des selektierten Neoepitopes ist dann eine Preparation ei- 
nes Antigens erhSltlich, die genau dieses Neoepitop oder dessen 
Mimik aufweist- Derartige Antigen-Praparationen sind wertvolle 
Wirksxibstanzen fiir die ciktive Immxanisierung von Krebspatienten 
Oder auch ftir als diagnostisches PrSparat einsetzbar. 

Erf indungsgemaS wird etwa eine Tumorzellinie, die einen Lewis Y 
glykosilierten Her-2/neu Rezeptor exprimiert, zur Herstellung 
entsprechender Antikorper herangezogen. Durch ein Auswahlverf ah- 
ren unter Zuhilf enahme der einzelnen Immunreagenzien Lewis Y, 
Her-2/neu und einem synthetischen Lewis Y glykosilierten Her- 
2/neu werden dann diejenigen Antikorper gewonnen, die nur an das 
Kombinations antigen binden, nicht aber an eines der separaten 
Antigene. Diese Antikorper waren Grundlage fiir die Entwicklung 
der Neoepitop-spezif ischen monoklonalen Antikorper. 

Erf indungsgemaS koimen aus immunisierten Mausen Hybridoma gewon- 
nen werden, wobei die Auswahl der positiven Klone durch ein Dif- 
f erentialscreening mit den Komponenten des erf indungsgemSSen Sets 
erfolgt. Ein Neoepitop kann dann durch ein libliches Epitop-„map- 
ping'* Verfahren dadurch identif iziert werden, dass die spezifi- 
schen Antikorper an das glykosilierte Oberf lachenprotein binden, 
nicht aber an die einzelnen Komponenten a) oder b) . Aus einem 
positiven Klon kann dann ein anti-Neoepitop monoklonaler Anti- 
ko2rper erhalten werden, Ein Praparat eines solchen Antikorpers 
ist etwa fur die passive Immuntherapie oder ftir die diagnostische 
Verwendung geeignet. 

In einer besonderen Aus fiihrxxngs form wird fvir mindestens eine der 
Komponenten a) und b) ein Antikbrpergemisch verschiedener Anti- 
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karper mit Spezifitat ftir eines Oder mehrere der Antigene aus a) 
Oder b) zur Verffigung gestellt. Insbesondere kOnnen AntikSrper- 
gemische als reprSsentative Auswahl („panel'*) mit Spezifitat ftir 
zumindest zwei gleiche oder verschiedene Epitope eines- Adhasi- 
onsproteins, wie EpCAM, oder eine aberranten Glykosilieriing, z.B. 
der Lewis Kohl enhydrat antigene, zur Verfugxing gestellt werden. 



Erfindimgsgemag wird die Immuntherapie mit einer pharmazeutischen 
Preparation vorgenommen, die entweder beide Komponenten, also 
Antigene und/oder Antikorper des Sets gemeinsam oder als ge- 
trennte Praparationen in pharmazeutisch akzeptabler Form bein- 
halten. Ein erf indungsgemaSes Set enthalt also vorzugsweise die 
Komponenten a) xind b) in jeweils einer oder einer einzigen phar-' 
mazeutischen Praparation, die zur Immuntherapie geeignet ist. 

Das erf indungsgemSfie Set kann sowohl zur aktiven als auch zur 
passiven bzw* zur Kombination der aktiven und passiven Immunthe- 
rapie verwendet werden. Dementsprechend werden die erf indxmgsge- 
maSen pharttiazeutischen Praparationen bzw, deren Komponenten 
vorzugsweise als Vakzine und/oder als intravenas vertragliches 
Praparat formuliert. 

Ein fur die passive Immuntherapie erf indungsgemaS veirwendetes 
Arzneimittel liegt vorteilhaf terweise in einer geeigneten Pormu- 
lierung vor, Bevorzugt sind solche Formulierungen mit einem 
pharmazeutisch akzeptablen Trager. Dieser umfasst beispielsweise 
Hilfsstoffe, Puffer, Salze und Konservieriingsmittel . Vorzugsweise 
wird eine fertige Infusionslosung zur Verfiigung gestellt, 

Nachdem ein Antikerper relativ stabil ist, haben Arzneimittel auf 
Basis von Antikarpern oder deren Derivate den wesentlichen Vor- 
teil, dass sie als lagers tabile Losung bzw. Formulierung in einer 
gebrauchsfertigen Foirm „ ready-to-use « in den-Verkehr gebracht 
werden kannen. Diese ist bevorzugt bei Ktihlschranktemperaturen 
bis zu Raumtemperatur in der Formulierung lagerstabil. Das fiir 
die intravenose Verabreichiing formulierte Arzneimittel kann aber 
auch in gefrorener oder lyophilisierter Form gelagert werden, die 
bei Bedarf aufgetaut bzw. rekonstituiert werden kann. 





Zur passiven Immuntherapie xind damit zur Bindxing der relevanten 



Oberfiachenantigene an Tumorzellen wird tiblicherweise eine hohe 
Dosis von mindestens 50 mg, vorzugsweise mindestens 100 mg, am 
meisten bevorzugt mindestens 200 mg pro Patient verabreicht. Die 
maximale Dosis ist durch die Vertraglichkeit des Antikarpers li- 
mitiert, und richtet sich nach dessen Spezifitat land Aviditat. 
Humanisierte Antikorper bzw. humane Antikorper sind am besten 
vertraglich. Eine Dosis bis zu 1 g oder in einigen Fallen bis zu 
2 g pro Patient und Behandlung kann durchaus vorteilhaft sein. 

Die ubliche Behandlung zu passiven Immuntherapie umfasst mehrma- 
lige Infusionen in regelmafiigen AbstSnden, etwa wochentlich fur 
einen Zeitraum von 6-24 Wochen, mit einer Dosis im Bereich von 1 
bis 10 mg/kg, vorzugsweise im Bereich von 2 bis 6 mg/kg, Ein 
AntikSrper-Praparat keuin auch lokal, also zxam Tumorgewebe und/ 
Oder intraoperativ in den Wundbereich nach Entfemung eines Tu- 
mors, verabreicht werden. Verschiedene Verabreichungsarten. kSnnen 
auch sinnvollerweise kombiniert werden, etwa eine i.v. Infusion 
kurz vor einer Operation, sowie eine lokale Dosis direkt in deii 
Wuncabereich wahrend der Operation. Praktische Applikationsf ormen 
fiir die lokalisierte Verabreichung umfassen beispielsweise fer- 
tige „ready to use'" Applikatoren, etwa Katheter, Spritzen oder 
Sprays, geeignet zur Verteilung von Flussigarzneimitteln. 

Die i.v. Behandlung wird vorzugsweise in bestimmten Zeitabstanden 
wiederholt, entsprechend der Halbwertszeit des verwendeten Anti- 
korpers, die tiblicherweise im Bereich von 5 bis 30 Tagen liegt. 
Durch besondere Derivatisierting des Antikoarpers ist es mSglich, 
die Halbwertszeit auf bis zu mehrere Monate zu verlSngem und 
dadurch die Behandlungsinteirvalle entsprechend zu verlangem. 

Die Konzentration des Arzneimittelwirkstof f es richtet sich nach 
dessen Vertraglichkeit. Dabei kann ein besonders vertrSgliches 
Praparat auf Basis eines h\amanisierten Antikolrpers in hoher Kon- 
zentration direkt ohne weitere Verdunnung an den Patienten ver- 
abreicht werden. Durch die bevorzugte Konzentration im Bereich 
von 0.1% bis 10%, vorzugsweise von l%-5%, ist es moglich, das 
verabreichte Volumen und die entsprechende Infusionszeit gering 
zu halten. Eine erf indungsgemaS eingesetzte Antikorper losung kann 
als Bolus- In jekt ion einer konzentrierten Ldsung oder auch in 
verdtinnter Form intravenos verabreicht werden. Das Arzneimit- 
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tel kann etwa 1:10 bis 1:100 fach mit physiologischer Kochsalz- 
ISsung verdOnnt werden, um ein Infusionpraparat herzustellen. 

Unter dem Begriff "Antikorper" warden Antikorper aller Art ver- 
standen, insbesondere monospezif ische oder polyspezif ische, mo- 
noklonale Antikorper, oder auch chemisch, biochemisch oder 
molekularbiologisch hergestellte Antikorper, oder polyklonale 
Antikorper mit einer bestimmten SpezifitSt, etwa ein Iinmunserum 
Oder eine Fraktion eines Iimminserums . 

Ein erf indungsgemaS eingesetzter Antikorper ist vorzugsweise ei- 
nen nativer, also ein fiinktionell aktiver Antikorper. Dieser An 
tikorper ist vorzugsweise nicht mit einem Label oder anderen 
Detektionsmitteln behaftet, \am die Fxmktionalitat nicht zJu be- 
eintrachtigen . Native Antikarper besitzen die Eigenschaf ten der 
natarlicheonAreise in Patienten vorkoramenden AntikOrper. Native 
Antikorper sind heterotetramere Glykoproteine ^ die aus zwei 
identischen leichten Ketten und zwei identischen schweren Ketten 
zusammengesetzt sind. 



Es kann aber auch ein Antikorper-Derivat eingesetzt werden, das 
bevorzugt aus der Gruppe der Antikorper-Fragmente, --Konjugate, 
Homologe oder Derivate ausgewahlt ist, aber auch Komplexe mit 
zusatzlichen Ef f ektor-Funktionen. Jedenfalls ist es bevorzugt, 
dass das AntikSirper-Derivat zumindest Telle des Fab-Fragmentes 
enthalt, bevorzugt gemeinsam mit z\jimindest Telle des F{ab')2 
Fragmentes, Tind/oder Telle der hinge Region und/oder des Fc-Teils 
eines lambda oder kappa AntikSrpers. 

Welter kann auch ein einkettiges Antikoirper-Derivat, etwa ein 
sogenannter „ single chain" AntikSrper mit Ef f ektorfunktionen im 
Sinne der Erfindung herangezogen werden. Ein erf indungsgemSiS 
eingesetzter Antikorper ist vorzugsweise vox! der Art eines Imm- 
unglobulins, etwa eines IgG, IgM> igA oder IgD. 

Erf indungsgemafi bindet der Antikorper direkt an eine Tijmorzelle 
Oder an Metastasen bzw. Mikrometastasen, Ein dadurch gebildeter 
Immunkomplex des Antikorpers ist Voraussetzung fiir die humoralen 
und zellularen Aktivitaten des Immunsys terns, ausgedruckt durch 
eine „ antibody-dependent cellular cytotoxity'^ (ADCC) und/oder 
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eine „compleinent dependent cytotoxicity" (CDC) Ef f ektorfiinktion. 
Diese Ef f ektorfunktionen werden mit Standardtests zum Nachweis 
der Funktionsblockierung, wie Rezeptorblockierxing \md Verhinde- 
r\mg der Adhasion, bestimmt. 

Hochaffine AntikOrper sind erf indxangsgemalS bevorzugt. Insbeson- 
dere werden AntikCrper eingesetzt, die mit einer Affinitat ent- 
sprechend einer Dissoziationskonstante linter einem Kd-Wert von 
10-« mol/1, vorzugsweise weniger als 10"' mol/1, am meisten be- 
vorzugt 10-« mol/1 Oder weniger bindet. 

ErfindiingsgemSiS zur passiven Immimtherapie eingesetzte AntikSrper 
konnen zwar von einer nicht-h\imanen Spezies abgeleitet sein, wie 
etwa ein muriner AntikSrper. Es wird jedoch erwartet, dass ein 
rekombinanter, chimarer, sowie ein mit murinen und menschlichen 
Bestandteilen kombinierter , htamanisierter oder humaner AntikSrper 
fur die Verabreich\mg am Menschen besonders vertrSglich ist. 

Zur aktiven Immvinisieriang von Krebspatienten werden erfindxmgs- 
gemafi die Konvponenten a) und/ oder b) in immunogener Form bzw. 
als Impfstoffe formuliert. Bevorzugt sind pharmazeutische Prapa- 
rationen, welche einen pharmazeutisch akzeptablen TrSger enthal- 
ten. Dieser lamfasst beispielsweise Hilfsstoffe, Puffer, Salze, 
Konserviemngsmittel. Die pharmazeutischen PrSparationen kdnnen 
z. B. zur Prophylaxe und Therapie von Krebs-assoziierten Krank- 
heitszustSnden, wie der Metastasenbildung von Krebspatienten 
eingesetzt werden. Dabei werden in vivo oder auch ex vivo Anti- 
gen-prasentierende Zellen spezifisch moduliert, um die Immunant- 
wort gegen die TAA zu generieren. 

Zur aktiven Immunisierung mit den spezifischen Antigenen bzw. der 
Antigenkombination des erf indungsgemaSen Sets wird iiblicherweise 
eine Impfstoff - Formulieriing eingesetzt, die das Immunogen - sei 
es ein natttrliches TAA oder dessen Epitop, Abbild (Mimik) , oder 
ein immunogener Antikorper - ztameist nur in geringen Konzentra- 
tionen, etwa in einer immunogenen Menge im Bereich von 0.01 ^xg 
bis 10 mg enthSlt. Je nach Immunogenitat des Impf antigens , die 
etwa durch speziesfremde Sequenzen oder Derivatisierxing geprSgt 
ist, aber auch je nach veirwendeten Hilfsmitteln bzw. Adjuvantien, 
wird die geeignete immunogene Dosis gewShlt, etwa im Bereich von 



0,01 Tig bis 750 \ig, vorzugsweise 100 \xg bis 500 ug. Ein Depot- 
Impfstoff , der an den Organismus liber einen Ifingeren Zeitraum 
abgegeben werden soli, kann aber auch weit hOhere Mengen an Imp- 
f antigen enthalten, etwa mindestens 1 mg bis zu mehx als 10 mg. 

Die Konzentration richtet sich nach der verabreichten Menge des 
fliissigen oder suspendierten Impf stof f es . Ein Impfstoff wird 
ublicherweise in Fertigspritzen oder Ampullen mit einem Voliimen 
von 0.01 bis 1 ml, vprzugsweise 0.1 bis 0.75 ml, zur Verfugxing 
gestellt . 

Das Impfantigen einer Komponente des erf indxingsgemafien Sets wi^ 
vorzugsweise in einem pharmazeutisch akzeptablen Trager prasen-^ 
tiert, der sich fur die subkutane, intramuskulare aber auch in- 
tradeririale oder transdermale Adoainistration eignet. Eine weitere 
Art der Verabreichxang funktioniert liber den mucosalen Weg, etwa 
die Vakzinierung durch nasale oder perorale Verabreich\ing . Wenn 
Feststoffe als Hilfsmittel fiir die Impf stof f-Formulierung heran- 
gezogen werden, wird etwa ein Adsorbat bzw. eine suspendierte 
Mischung des Antikorpers mit dem Hilfsmittel verabreicht. In be- 
sonderen Ausf lihrungsf ormen wird der Impfstoff als Losung bzw. 
Fliissigimpf stof f in einem wasserigen Losungsmittel dargereicht. 
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Vorzugsweise werden Impf einheiten einer Tumorvakzine bereits in 
einer geeigneten Fertigspritze oder Ampulle zur Verftigung ge- 
stellt. Eine stabile Formulierung der Vakzine kann vorteilhaf- 
terweise in einer gebrauchsf ertigen Form „ ready-to-use'* in den 
Verkehr gebracht werden. Ein Gehalt an Konservierungsmittel, wie 
Thimerosal oder andere Konservierungsmittel mit verbesserter 
Vertraglichkeit, ist zwar nicht notwendigerweise erf orderlich, 
kann aber zur langeren Haltbarkeit bei Lager temperatur en von 
Ktihlschranktemperaturen bis zu Raumtemperatur in der Fointiulierung 
vorgesehen werden. Der erf indungsgemaSe Impfsi:off kann aber auch 
in gefrorener oder lyophilisierter Form zur Verfugung gestellt 
werden, und bei Bedarf aufgetaut bzw. rekonstituiert werden. 

Es hat sich bewahrt, die Immunogenitat eines erf indungsgemaS 
eingesetzten Antikorpers durch die Verwendung von Adjuvantien zu 
erhShen. Dazu werden, Feststoffe oder fliissige Vakzine-Adjuvantien 
eingesetzLt, beispielsweise Aluminium-hydroxid (Alu-Gel) oder 
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-phosphate WachsttHosfaktoren, Lymphokine, Zytokine, etwa IL-2, 
IL-12, GM-CSF, Gamma Interferon, oder Komplementfaktoren, wie 
C3d, weiter Liposomenbereitungen, aber auch Formal ierxingen mit 
zuSatzlichen Antigenen, gegen die das Immunsystem bereits eine 
Starke Immunantwort gemacht hat, wie Tetanus-Toxoid, Bakterielle 
Tpxine, wie Pseudomonas-Exotoxine und Derivate von Lipid A. 

Epitope der geeigneten Zielantigene imitieren oder umfassen vor* 
allem Domanen eines naturlichen, homologen oder derivatisierten 
TAA, Diese sind zumindest durch ihre Primarstruktur und eventuell 
Sekundarstniktur mit den TAA vergleichbar . Die Epitope konnen 
sich. aber auch. von den TAA darin v611ig unterscheiden, \ind rein 
durch die Ahnlichkeit von raximlichen (Tertiar-) Strukturen Be- 
standteile eines TAA, vor allem proteinSrer bzw. Kohlenhydrat- 
Antigene nachahmen. Allein die Tertiarstruktur eines Molekuls 
kcuin somit ein Mimik bilden,- das die Immunantwort gegen ein be- 
stimmtes TAA hervorruft. 

In einer besonderen Ausftihrungsf orm werden am erf indxingsgemaS 
eingesetzten Antigen der Komponente a) zumindest zwei gleiche 
Oder verschiedene Epitope eines Adhasionsproteins , etwa eines 
homophilen zellularen Membranproteins , wie EpCAM, vorgesehen bzw. 
imitiert. Somit kann durch die aktive Immunisierung eine Vielzahl 
von Antikorpern mit SpezifitSt ftir dasselbe Molekul, aber unter- 
schiedlicher EpCAM-Bindungsstellen generiert werden. Gleicherma- 
Sen kann auch ein Epitop eines Antigen der Komponente b) an einem 
Oder mehreren der Epitope des AdhSsionsproteins konjugiert sein. 
Ein entsprechend ausgebildetes „Kombinationsantigen'* umfasst so- 
mit zumindest ein Epitop, Fragment oder Molektil eines zellulSren 
Adhasionsproteins, wie EpCAM, und ein Epitop, Fragment oder Mo- 
lektil einer aberranten Glykosilierung, wie Lewis Y, auf einem 
einzigen Trager. Ein solches Kombinationsantigen kann besonders 
gut die zellularen Tumorantigene nachahmen, und bewirkt dement- 
sprechend die gewiinschte Immianantwort gegen die epithelialen Tu- 
mor zellen. 

Zur Impf stof f-Formuliemng konnen auch weiter bekannte Verfahren 
zur Konjugierung oder Denaturierung von impf stof f-Bestandteilen 
eingesetzt werden, um die Immunogenitat des Wirkstoffes noch zu 
erhohen. An erf indungsgemag verwendeten Impf antigenen konnen zu- 



- 19 




satzlich noch andere Stoffe kovalent gebunden sein, wie Peptide, 
Glycopeptide, Kohlenhydrate, Lipide oder Nukleinsauren, aber auch 
ionische Gruppen, wie Phosphatgruppen, oder Tragermolekiile, wie 
Polyethylenglycol oder KLH. Diese Seitengruppen kSnnen unter TJm- 
standen selbst Epitope eines Tumor-assoziierten Antigens im Sinne 
der vorliegenden Erfindung reprSsentieren. Ein Beispiel fiir ein 
konjugiertes Impfantigen ist der in der dsterreichischen Anmel- 
dung A 744/2002 beschriebene inmiunogene Antikdrper, der mit einer 
Lewis Y antigenen Struktur glykosiliert ist. 

Im einem erf indungsgemaS eingesetzten Kombinationsantigen konnen 
die verschiedenen Epitop-Strukturen tiber einen Koppler miteinan 
der verbunden sein. Dieser Koppler ist vorzugsweise ein kurzes 
bifunktionelles Molekiil, wie z.B. N-Hydroxysuccinimid, Gleichwohl 
kann der Koppler auch durch eine grdSere chemische Verbindung als 
ein einf aches Kopplermolekiil verwirklicht werden. Voraussetzung 
ist immer, dass dieser Koppler keinen negativen Einfluss auf die 
inmiunogenen Eigenschaf ten des Konjugates hat, d.h., dass er 
selbst keine wesentliche Immunogenitat ausldst. Ein Koppler kann 
erfindungsgemaE auch durch die chemische Uinwandlung eines Teiles 
des Antikorpers bzw. der zu konjugierenden Struktur quasi "in 
situ" hergestellt werden. Dieser an der Epitopstruktur selbst 
hergestellte Koppler kann dann direkt zum jeweils anderen Bin- 
dungspartner konjugiert werden (z.B. iiber die Amingruppe des Ly- 
sins, iiber OH-Gruppen, Schwefelgruppen, etc.). 

Gemas einer besonderen Ausfiihrungsform der vorliegenden ErfindunJ 
wird ein Impfantigen auch in Form seiner entsprechenden Nuklein- 
saure zur Verfiigung gestellt. Die NukleinsSure kodiert fiir ein 
entsprechendes Epitop und kann gegebenenfalls direkt als „nackte« 
Nukleinsaure verimpft werden, urn eine Immunantwort gegen das 
Genprodukt in vivo zu induzieren. 

Besondere Ausfuhrungsformen des erf indungsgemSSen Impfstoffes 
enthalten als Impfantigene insbesondere anti-idiotypische Anti- 
kSrper, also ab2, die gegen den idiotyp eines TAA-spezif ischen 
AntikSrper (abl) gerichtet sind. Antiidiotypische AntikQrper 
provozieren in vivo die Bildung von ab3 Antikorpern, die wie- 
derum auch die TAA einer Tumorzelle erkennen, an diese binden und 
entsprechend lysieren. Beispielhaft wird ein anti-idiotypischer 
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AntikOrper gegen Glykan-spezif ische AatikSrper eingesetzt, etwa 
ein anti-idiotypischer Antikorper, der den Idiotyp eines anti- 
Lewis Y Antikorpers erkennt, z.B. wie in der EP 0 644 947 be- 
schrieben. 

Diese erf indiHigsgemaS zur aktiven Impfung eingesetzten Antikorper 
werden nur in geringen Mengen verabreicht. So werden etwa keine 
besonderen Nebenwirkiingen erwartet, auch wenn der erf indungsge- 
maSe AntikSrper von einer nicht-hiunanen Spezies abgeleitet ist, 
wie etwa ein muriner Antikarper. Es wird jedoch angenommen, dass 
ein rekombinanter, chimarer, sowie ein mit murinen und menschli- 
chen Bestandteilen kombinierter, humanisierter oder hiomaner An- 
tikarper fiir die Verabreichtong am Menschen besonders vertraglich 
ist. Andererseits kann ein muriner Anteil im erf ind\angsgemafien 
Antikarper durch seine Fremdartigkeit die Iramunantwort im Men- 
schen noch zusatzlich provozieren. 

Die Kombination der aktiven \ind/oder passiven Immuntherapie mit 
an sich bekannten adjuvanten Behandlungsmethoden ist durchaus 
liblich, Darunter finden sich Mittel zur Radio therapie oder Che- 
motherapies wie der Monotherapie oder Poly therapie. Aus Griinden 
der verschiedenen Wirkmechanismen wird die Immiin therapie vor- 
zugsweise mit der Polychemotherapie kombiniert. Die Kombination 
der aktiven Immvintherapie eines Krebspatienten mit einer Chemo- 
therapie ist beispielsweise in der esterreichischen Anmeldung A 
774/2002 beschrieben. 

Bevorzugterweise filr die Chemotherapie eingesetzte Mittel sind 
alkylierende pharmazeut ische Praparationen. So sind etwa Mittel 
enthaltend Teixan, Anthracycline oder Platin bevorzugt. Alle tib- 
lichen Praparate, die ftir die verschiedenen Krebsbehandlungen zum 
Einsatz kommen, konnen weiter kombiniert werden. Die Chemothera- 
peutika werden liblicherweise intravenos oder -peroral verabreicht. 

Die erf indiingsgemaSe Behandlung umfasst sowohl prophylaktische 
als auch therapeutische MaSnahmen. Die Behemdlung dient nicht nur 
der Humanmedizin, sondem kann auch ftir die Behandlung und/ oder 
Diagnostik von Krebsformen verschiedener SSugetieren indiziert 
sein. Patienten mit Primartumoren kennen gleichermaSen behandelt 
werden, wie Patienten mit SekiandSrtumoren . Die Krebsbehandliing 
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zielt insbesondere auf die Behandlung der ^minimal residual 
disease'' aJo* 

Ein mSgliches Behandlungsziel ist die effektive Bindung und Re- 
duktion von Tumor z ell en, urn der en Disseminierung moglichst zu 
verhindem. Gleichzeitig werden auch insbesondere die dissemi- 
nierten Tumorzellen angegriffen. Die in Blut, Knochenmark oder 
Organen detektierbaren Txxmorzellen bzw. der Mikrometastasen wer- 
den itiit dem erf indungsgemaSen Set prophylaktisch. verhindert und 
therapeutisch signifikant reduziert. Die Bildung von Metastasen 
soli dadurch verzogert, und deren Wachstum ziomindest verlangsamt 
werden. Durch die erf indungsgemaSe Imiuuntherapie kann also die 
rtickf allsfreie Lebensspamne und damit auch die Gesamttiberlebens 
zeit der Patienten verlangert werden, Indikator ftir den Behand- 
lungserfolg ist die signifikante Reduktion von Tramorzellen in 
Blut, Serxun oder Knochenmark. 

Das erf indungsgemaSe Set der Antigene und/oder Antikorper dient 
auch zur immunologischen Bestimmung einer Krebserkrankxing. Nach- 
dem sich die genannten Zielantigene und die Kombination der Kom- 
ponenten a) und b) als besonders aussagekraf tig auf den weiteren 
Verlauf der Erkrankung und die tiberlebenszeit erwiesen hat, kon- 
nen die Wirksubstanzen als diagnostisches Mittel herangezogen 
werden. Damit wird ein iinmunologisch aktives „panel'' zur Verfti- 
gung gestellt, welches zur Auswahl geeigneter diagnostischer An 
tikorper dient, Oder direkt als Immunreagens zur Bestimmung von 
Tumorzellen solider Tumoren, von Metastasen, Mikrometastasen oder 
disseminierter Tumorzellen geeignet ist. 

Fur die diagnostische Bestimmung werden Proben von Tumorgewebe 
Oder K5rperf liissigkeiten, wie Blut oder Knochenmark, von Tijmor- 
patienten entnommen. Diese Proben werden dann mit den Immunrea- 
genzien entsprechend den Komponenten a) und b) des Sets 
versetzt. Eine eventuelle Immunreaktion ist indikativ fiir die 
Malignitat der Erkrankung bzw. fiir den Krankheits verlauf und eine 
bestimmte Prognose. 

Kleine Tumoren oder eine Probe von Tumorgewebe werden iiblicher- 
weise durch Biopsie entnommen. Proben von Txamorgewebe werden auch 
durch die partielle oder vollstandige Resektion solider Tumoren 
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erhalten. Aufgrund des entnommenen Tumorgewebes diagnostiziert 
dann ein Pathologe, ob das Gewebe von einem gutartigen oder bos- 
artigen Tumor stammt. Eine Diagnose kann durch das erf indxingsge- 
maSe Verfahren zur Immimhistochemie erganzt oder als 
standardisierte Alternative angeboten werden. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren der iinmunologischen Bestimmung 
einer Krebserkrankiing mit mindestens einer Auswahl von Immunrea- 
genzien entsprechend den Komponenten a) und b) kann weiter ftir 
die Untersuchung von Proben aus peripherem Blut, Knochenmark oder 
Fraktionen derselben herangezogen werden • Die vorteilhafte Ver- 
wendung eines erf indnngsgemaSen Sets betrifft dabei das Monito- 
ring von Krebspatienten wahrend einer Therapie. Dabei werden 
insbesondere Immunreagenzien ftir die Bestimm-ung eines AntikSr- 
pertiters gegen die Antigene der Komponenten a) und b) verwendet. 
Entsprechende Immunreagenzien werden aber auch far die qualita- 
tive Oder besser quantitative Bestixnmung von disseminierten Tu- 
morzellen aus Korperf Itissigkeiten eines Krebspatienten wShrend 
einer Therapie eingesetzt. Die Reduktion der disseminierten Tu- 
morzellen ist ein Indikator fur die Wirksamkeit der Therapie. 

Das Monitoring wahrend einer Krebsbehandlung bedient sich vor- 
zugsweise einer erf indungsgemafien Kombination von Immunreagen- 
zien, nicht nur ftir die Bestimmung eines entsprechenden 
Antikarpertiters im Blut dfer Patienten, sondern auch ftir die Be- 
stimmung der Wirkung auf die Tumorzellen solider Tximore oder auf 
disseminierte Tumorzellen. 

Blut- Oder Serumproben eines Krebspatienten kSnnen mit einem er- 
f indungsgemaSen diagnostischen Mittel qualitativ und/oder quan- 
titativ auf Immunkomplexe untersucht werden. Die Analysenmethoden 
sind an sich tibliche Analysenmethoden mit Fraktionierxing und An- 
reicherung der Immunkomplexe und/oder Immunreaktion mit einem 
spezifischen Antikorper, etwa gerichtet gegen den Fc-Teil eines 
zur Behandlijng eingesetzten Antikorpers . Wenn der verwendete An- 
tikarper murine Strukturen aufweist, kann dieser auch mit einem 
anti-murin Antikorper gebunden werden, im Sinne eines capture'* 
Schrittes . 

Eine Immxinreaktion mit den erf indxingsgemSS eingesetzten Immum- 
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reagenzien kann durch eine entsprechende Markieming eines der 
Bindungspartner aus dem Immunkomplex detektiert werden. tibli- 
cherweise wird ein ImmTinreagens mit einer Markierung versehen. 
Eine weitere bevorzugte Variants des diagnostischen Mittels ent- 
halt zusatzlich noch ein Reagens, das mit dem eventuell gebilde- 
ten Immunkomplex reagiert. Diese Reaktion kann dann durch eine 
entsprechende Markierung sichtbar gemacht werden. Mittel zur 
Markierung von Immunreagenzien oder Reagenzien gegen Iramunkom- 
plexe sind dem Fachmann bekannt. Darunter sind f luoreszierende, 
chrombgene Mittel, Radiomarkierungen ( „radiolabel'M oder Enzym- 
markierxmgen . 

Reagenzien ftir die Bestimmung der Komponenten a) und/oder b) bzJ^ 
fur die Bestimmung von deren Reaktionsprodukte oder Immiinkomplexe 
sind vorteilhafterweise an einem Trfiger immobilisiert . Geeignete 
Trager sind etwa praparierte Mikrotiterplatten, aber auch TrSger, 
die fiir die Immunaf f initStschromatographie geeignet sind. Die 
Immunreagenzien sind vorteilhafterweise direkt an saulenmateria- 
lien gebunden uxid binden die relevant en Antigene oder Antikarper 
aus Korperf lussigkeiten fiir deren Bestimmung. 

Ein bevorzugtes Material fiir das erf indungsgemaS eingesetzte di- 
agnostische Mittel ist etwa immobilisiertes EpCAM, wobei ein re- 
kombinantes EpCAM bevorzugt wird. Dieses Mittel wird dann etwa 
mit einem weiteren immobilisierten anti-idiotypischen Antikorper^ 
mit Spezifitat fur den Idiotyp eines Lewis Y-Antik5rpers oder mi" 
einem immobilisierten Lewis Y-Antigen kombiniert. Die bevorzugte 
Kombination ist die serielle oder parallele Reinigung von Immxin- 
reaktanden aus einer Kdrperf lussigkeit , etwa aus Serum, urn diese 
zu quantif izieren. 

Figur 1 zeigt die Coexpression von EpCAM und Lewis Y Antigenen 
auf Tumorgewebsproben von Brustkrebspatientiijnen, sowie deren 
Korrelation mit der Uberlebenszeit . 

Im Folgenden wird die immunhistochemische Bestimmung von rele- 
vanten Antigenen auf Gewebsproben solider Tumoren beschrieben, 
sowie diagnostische Verfahren zum dif f erenzierten Monitoring von 
immTinspezifischen Tumormarkern . Die folgenden Beispiele sollen 
die vorliegende Erfindung weiter eriautem, aber nicht ein- 



schranken . 
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1. 



Iiraniinhistochemische Untersuchung von „Mikroarrays ' 



Gewebeproben solider Tumoren wurden gemSS der WO 0142796 als Mi- 
krofelder ( „Microarrays«) prSpariert, die mit Hilfe verschiedener 
Antxkorperpraparationen immunhistochemisch untersucht wurden Die 
bestimmten Antigens truktur en der Mikroarrays wurden der Krank- 
heitsgeschichte der Spender der Gewebeproben gegentibergestellt 



Als AntikdrperprSparationen wurden die folgenden 



emgesetzt : 



ESA (Novocastra) Maus monoklonaler anti-EpCAM AntikOrper 

BR55-2 (EP 0 285 059, ATQC HB 9324) Maus monoklonaler anti-Lewis 

Y AntikSrper 

Die immunreaktion wurde durch Farbung mit einem Standard Peroxi- 
dase-konjugierten Avidin-Biotin System (Vector ABC-kit, Vector, 
PK-6100) mit Diaminobenzidase als Chromogen (DAB, Bio Genex HK- 
130-5K) bestimmt. 

Der Grad der FSrbung wurde mit einem Punktesystem bewertet (0, 
1+, 2+, 3+) . zusatzlich wurde der Anteil an positiven Zellen ge- 
schatzt. Die Tumorproben wurden entsprechend der Farbung und des 
Anteils der gefarbten Zell6n folgendermaSen in Kategorien einge- 
teilt: 

Negative: keine Parbung 

Schwach: 1+ <70%, 2+ <20% . 

Moderat: 1+ >70%, 2+ >20% and <80%, 3+ <30% 
Stark: 2+ >80%, 3+ ^30% 



A.Bestimmung der EpCAM-Expression auf Gewebeproben von Brustkrebs 

Die Reaktion der Mikrokrrays mit ESA war im fortgeschrittenen 
Stadium der Erkrankung und mit dem Grad der Knotenbildung starker 
ausgepragt. Eine fehlende Farbung mit ESA korrelierte mit einer 
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guten Prognose. Es wurde gefunden, dass ESA bevorzugt an Proben 
neoplastischer Brusterkrankungen und Tumoren mit schlechter 
Prognose bindet. ESA bindet hingegen nur schwach an normalem 
Brustgewebe oder nicht-malignen Brusterkrankungen. 



Tabelle 1: ESA Immunreaktion und Tumors tadium 









BSA-Immunf Srbung 




Tvimors tadium 


N 


Neg 


schwach 


moderat 


stark 






% 


% 


% 


% 


pTl 


631 


54,04 


21,24% 


14,58% 


10,14% 


pT2 


856 


43,57% 


26,64% 


14,37% 


15,42% A 


pT3 


106 


42,45% 


24,53% 


16,98% 


16,04% " 


pT4 


212 


47,64% 


22,64% 


15,09% 


14,62% 



p = .0078 

N ... Anzahl der untersuchten Mikroarrays 



Tabelle 2 : ESA Immunreaktion und Tumorgrad 









ESA-ZmmunfMrbung 




Tiunorgrad 


N 


Neg 


schwach 


moderat 


stark 






% 


% 


% 


% 


Gl 


429 


64,57% 


20,51% 


8,62% 


6,29% J 


G2 


693 


52, 67% 


25,11% 


13,85% 


8,37% ^ 


G3 


572 


26,40% 


26,75% 


20,63% 


26,22% 




P < 0.0001 



Tabelle 3 : ESA immxinregLktion \ind Knotenstatus 









ESA- immunfarbung 




Kno tens tatus 


N 


Neg 


schwach 


moderat 


stark 






%. 


% 


% 


% 


pNO 


744 


50,67% 


20, 97% 


13,98% 


14,38% 


pNl 


654 


47,09% 


25,38% 


15,44% 


12, 08% 


pN2 


105 


33,33% 


27,62% 


18,10% 


20,95% 



P = 0.0115 
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B. Bestimraung der Lewis Y-Expression auf Gewebeproben von 
Brustkrebs 

Lewis Y wird auf verschiedenen Proben von normalem Gewebe und 
Gewebe von neoplastischen Brusterkrankungen exprimiert. Die 
Reaktion der Mikroarrays mit BR55-2 war mit fortgeschrittenem 
Tumorgrad starker ausgeprSgt, korrelierte jedoch nicht mit dem 
Knotenstatus und Tumors tadium. 

Tabelle 4: BR55-2 Immunreaktion und Tumorstadium 









Lewis Y-Unmunfarbung 




Ttunors tadium 


N 


Neg 


schwach. 


moderat 


stark 






% 


% 


% 


% 


PTl 


597 


20,44% 


30,15% 


32, 66% 


16,75% 


PT2 


834 


20,62% 


31, 65% 


34,77% 


12,95% 


PT3 


95 


12, 63% 


35,79% 


41, 05% 


10,53% 


PT4 


206 


20,39% 


34,95% 


31, 07% 


13,59% 



p = 0.2486 



Tabelle 5: BR55-2 Immunreaktion xand Tumorgrad 









Lewis Y-IiununfSrbung 




Tximorgrad 


N. 


Neg 


schwach 


moderat 


stark 






% 


% 


% 


% 


Gl 


412 


24,76% 


24, 03% 


34,71% 


16,50% 


G2 


652 


19,94% 


31,90% 


36,50% 


11,66% 


G3 


552 


16,85% 


38,22% 


29,53% 


15,40% 


P <0.0001 











Tabelle 6: BR55-2 Immxinreaktion und Knotenstatus 









Lewis Y-XmmunfiLrbung 




Knotenstatus 


N 


Neg 


schwach 


moderat 


stark 






% 


% 


% 


% 


PNO 


713 


21, 04% 


29,31% 


34,92% 


14,73% 


PNl 


629 


20,67% 


33,39% 


31,64% 


14,31% 
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PN2| 99 13,13% 39,39% 34,34% 13,13% 

p = 0.2621 

C. Bestimmting der EpCAM xind Lewis Y-Coexpression auf Gewebeproben 
von Brustkrebs 

Die Coe^^ression von EpCAM und Lewis Y~ Antigen auf 
Brustkrebsgewebe wird in vielen Fallen gefnnden. Die 
Wahrscheinlichkeit fur die EpCAM spezifische Immun far bung nimmt 
dabei mit der Parbeintensitat der Lewis Y Immunfarbung zu. Die 
Coexpression ist vor allem bei hochgradigen Tumoren hauf ig, 
jedoch kaum mit dem Tumors tadium oder Knot ens tadiiam assoziiert.^ 

Die Prognose fur die Uberlebenszeit der Krebspatienten ist 
eindeutig verschlechtert, wenn beide Antigene exprimiert werden 
(p<0.0001), siehe dazu die Pigur 1, 



Tabelle 7: ESA xind BR55-2 Immunreaktion xand Tumorstadium 









ESA- Iminunf arbung 




Tumors tadiiim 


N 


Neg 


Lewis Y 


EpCam 


belde pos 






% 


% 


% 


% 


PTl 


568 


41,73% 


32,92% 


10,92% 


14,44% 


PT2 


799 


39,55% 


29,66% 


15,64% 


15,14% ^ 


PT3 


93 


38,71% 


24,73% 


16,13% 


20,43% m 


PT4 


202 


36,63% 


33,17% 


14,85% 


15,35% 



p = 0.2482 



TcJbelle 8: ESA xind BR55-2 Inmvunreaktion iind Tumorgrad 









ESA-Immunfarbxmg 




Tumorgrad 


N 


Neg 


Lewis Y 


EpCam 


beide pos 






% 


% 


% 


% 


Gl 


393 


50,38% 


34,10% 


8,91% 


6,62% 


G2 


627 


44, 66% 


32,06% 


11,32% 


11,96% 


G3 


536 


25,19% 


27,24% 


21,46% 


26,12% 



p<0.0001 
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Tabelle 8: ESA und BR55-2 Iramiinreaktion und Knotenstatus 









ESA- 


• Immunf arbung 






Knotenstatus 


N 


Neg 


Lewis Y EpCam 


beide pos 






% 


% 


% 




% 


PNO 


679 


42,56% 




27, 98% 


13,70% 


15,76% 


PNl 


605 


38,84% 




32, 56% 


13, 06% 


15,54% 


PN2 


98 


30,61% 




30, 61% 


16,33% 


22,45% 



P = 0.1746 



2. Monitoring der Iiniminantwort auf eine aktive Immimisierrang 

wahrend einer Studie zur aktiven Immimisierung von Rhesusaffen 
mit einem irapfstoff auf Basis eines HE2-Lewis Y-Neoglykoproteins 
(HE2LeY) , hergestellt gemafi der Ssterreichischen Anmeldxmg 
A744/2002, wurde der Erfolg der Iinmxinisierving anhand der spezi- 
fischen ImmTonantwort bestiirant. 

Es wurde ein diagnostisches Mittel eingesetzt, xam den Titer von 
anti-EpCAM Antikorpem xand anti-Lewis Y-Antik6rpem iiber die se- 
guenzielle Immunaf f initatschromatographie zu bestimmen. Die Af- 
f initatschromatographie wurde mit Hilfe eines FPLC Systems 
vorgenommen. 1 ml Serum wurde 1:10 in phosphatgepuf f erter Koch- 
salzlSsung verdunnt xmd auf die erste saule aufgebracht. Die ge- 
btindene Fraktion wurde durch Elution mit einem Glycin-Puf f er oder 
mit Ammoniiim gewonnen, und eventuell auf eine zweite saule auf- 
gebracht. Der Immianglobulingehalt der EpCAM- \and Lewis Y-Frak- 
tionen wurde guantitativ bestimmt. 

Die folgenden saulenmaterialien wurden ftir die diagnostische Be- 
st immung eingesetzt: 

1 . EpCAM-Sepharose : rekombinantes EpCAM gebxinden an eine CH-Se- 
pharose 4B saule 

2.SynsorbY: Lewis Y gebunden an eine chromo sorb Matrix {Fa. 
Synsorb) 

3.HE2LeY-Sepharose: HE2LeY gebunden an eine CH-Sepharose 4B co- 
lumn 
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Die Saulen 1 xmd 2 wurden sowohl als alleinige diagnostische 
Mittel als auch in Serie eingesetzt. 

3. Bestimmxing disseminierter Tumorzellen aus peripherem Blut 

Disseminierte Tumorzellen wurden aus den Blutproben von Tumorpa- 
tienten folgendermafien bestimmt. 

A . Tumorzell-Anreicherung : 

25 ml peripheres Blut wurden bei 1600 x g 20 min bei 4^0 in einem 
OncoQuick® RShrchen (Greiner bio-one, Altmlinster, Osterreich) 
zentrifugiert. Die Tumorzellen enthaltende Phase vmrde in ein 
weiteres Zentrifugenrahrchen ubergeftihrt und ein Zell-pellet 
durch zentrifugieren gewonnen. Dieses Pellet wurde resuspendiert 
. Der zelluiare Anteil der Suspension wurde auf einen ObjekttrS- 
ger ftir mikroskopische Untersuchung zentrifugiert. Der Objekt- 
trager wurde bei -20oc bis zur Auswertung gelagert. 

B . Turaorzell-Bestimm\mg 

Auf den Objekttrager mit den isolierten und angereicherten Tu- 
morzellen wurde eine Losung mit f luoreszenzmarkierten spezifi- 
schen AntikOrpern aufgebracht. Nach einer Inkubationszeit von 30 
min wurden die durch die Ailtikorperbindung markierten Tumorzelle 
unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan Zeiss, Jena, Deiitsch- 
land) sichtbar gemacht und ausgezahlt. Der Gehalt an Tumorzellen 
in Blut wurde dann entsprechend dem Anreicherungsfaktor kalku- 
liert. Die Methode wurde mit Standard Tumorzell-Suspensionen va- 
lidiert. 

Als markierte spezifische AntikSrper werden IGN311, ein humani- 
sierter monoklonaler anti-Lewis Y Antik6rper,-hergestellt gemSS 
der EP 528 767, und HEA-FITC (Anti-EpCAM, Miltenyi, Klon 
HEA125), beide mit f luoreszierenden Proteinen konjugiert, einge- 
setzt. 





Die Wirksamkeit der immuntherapeutischen Behandlung von Krebspa- 
tienten wird durch den Nachweis der Tumorzellen in peripherem 
Blut nachgewiesen. Die Reaktion von detektierten Tumorzellen mit 
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einem der beiden Antikorpem oder mit beiden Antikorpern wird im 

Rahmen des Monitorings dif f erenziert ausgewertet. 

4. Selektion von Antikorpern mit Spezifitat fur ein Neoepitop 

BALB/c Mause warden zuerst intraperitoneal und 4 Wochen spater 
intravenos mit Zellen der SKBR3 Brustkrebszelllinie ' iiranunisiert. 
Milzzellen werden mit geeigneten Melanomzellen fusioniert und 
Hybridoma hergestellt . Die daraus erlialtlichen monoklonalen An- 
tikorper werden auf ihre Spezifitat mit einem Dif f erentialscree- 
ning-Verfahren untersucht. Die entsprechenden positiven Klone 
werden zur Produktion der Neoepitop-spezif ischen monoklonalen 
Antikorper eingesetzt, um AntikorperprSparationen fur die immim- 
therapeutische Behandlung von Tumorpatienten herzustellen. 

Das Dif ferentialscreening wird mit folgenden Antigenen konsekutiv 
vorgenommen : 

A. LewisY-Her-2/neu Rezeptor (SKBR3 Zellmembranextrakt auf Wes- 
tern-Blot) 

B. Lewis Y (synthetiscli, Synthesom) 

C. Her-2/neu Rezeptor, rekombinant 

Die Neoepi top-Ant ikarper binden lediglich an das Antigen A. nicht 
aber an die Antigene A oder B. 



Paten teuisprfiche : 



1. Set zur koinbinierten Anwendung fiir die Behandlung von 
Krebspatienten, welches die folgenden Komponenten umfasst 
a) ein Antigen eines zellularen Oberf lachenproteins , oder einen 
AntikSrper gerichtet gegen das zellulare Oberf lachenprotein. 



b) ein Antigen einer aberranten Glykosilierung, oder einen An 
tikdrper gerichtet gegen die aberrante Glykosilierimg. 

2. Set nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass die Kom- 
ponenten a) land b) in jeweils einer oder einer einzigen pharma- 
zeutischen Praparation geeignet zur Immixntherapie enthalten sim 



4 



3. Set nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die phar- 
mazeutische PrSparation als Vakzine formuliert ist. 

4. Set nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die phar- 
mazeutische Preparation als intravenos vertragliches Produkt 
formuliert ist. 

5. Set nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Antigen der Komponente a) ein Epitop eines zellu- 
laren Adhasionsproteins, insbesondere eines Proteins ausgewShlt 
aus der Gruppe der EpCAM, NCAM und CEA darstellt. 

6. Set nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Antigen der Komponente. a) ein Epitop eines Ober- 

f lachenrezeptors , insbesondere eines Rezeptormolekdls ausgewahlt 
aus der Gruppe der EGF-Rezeptorfamilie, CD55-Rezeptor, Transfer- 
rinrezeptor lond P-Glycoprotein. 

7. Set nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Antigen der Komponente b) ein Epitop eines Kohlen- 
hydrats ausgewahlt aus der Gruppe der Lewis-Antigene, 
insbesondere Lewis y xond/oder Lewis b, Sialyl-Tn und Globo H 
darstellt. 

8. Set nach einem der Ansprtlche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Antigen der Komponente a) ein Epitop des EpCAM Mo- 
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lektils Oder des Her-2/neu Rezeptors, und das Antigen der Kompo- 
nente b) ein Epitop des Lewis Y Molekais darstellt. 

9. Verwendung eines Sets nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
diagnostischen Mittels zur imraunologischen Bestiinmung einer 

Kr ebs erkrankung . 

10. verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Bestiinmung im Rahmen der Behandlung von Krebspatienten vorgenom- 
men wird. 

11. verwendung nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass Tumorzellen eines soliden Tumors oder disseminierte Tumor-' 
zellen bestimmt werden. 

12. verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass 
Tumorzellen aus Proben von peripherem Blut oder Knochenmark be- 
stimmt werden. 

13. verwendung nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass ein Antik6rpertiter gegen die Antigene der Komponenten be-' 
stimmt wird. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Bestimmung zum Monitoring einer Behandlung des Krebspatienten 
vorgenommen wird. 

15. Verfahren zur immunologischen Selektion eines Tumor spezi- 
f ischen Zielantigens oder von Antikdrpem gerichtet gegen das 
Zielantigen unter Verwendung eines Sets nach Anspruch 1. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
Neoepitop ausgewahlt wird, das durch die Glykosilierung eines 
Antigens der Komponente a) mit einem Antigen der Komponente b) 
gebildet wird. 

17. Praparation eines Antigens, welches ein Neoepitop oder des- 

sen Mimik aufweist, erhaitlich durch ein Verfahren nach Anspruch 
1.6 • 



18. Verfahren nach Aaspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
Antikorper gerichtet gegen das Neoepitop \inter Verwendxing eines 
Sets nach Anspruch 1 ausgewahlt lond hergestellt wird, 

19. Praparation eines Antikorpers mit einer Spezifitat fur ein 
Neoepitop, erhaltlich durch ein Verfahren nach Anspruch 18. 

20. Diagnostisches Mittel auf Basis eines Sets nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass es ein Reagens zur Bestimmung einer 
Inmunreaktion mit den Komponenten a) und b) , oder mit Antikarper 
gegen diese enthSlt. 

21. Mittel nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass das ^ 
Reagens mit einem f luoreszierenden Mittel, einem Chromogen, einem 
Radiolabel oder einem Enzym markiert ist. 

22. Mittel nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Reagens an einem Trager immobilisiert ist. 

23. Mittel nach Anspruch 22, dadxirch gekennzeichnet, dass der 
Trager eine Matrix zur Immunaf f initatschromatographie ist. 
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Zus ammenfas sung : 

Die Erfindiing betrif ft ein Set zur kombinierten Anwendvmg fiir die 
Behandlung von Krebspatienten, welches eine Antigen eines zellu- 
laren Oberf lachenprotein oder einen Antikorper gerichtet gegen 
das zelluiare Oberf lachenprotein, und ein Antigen einer aberran- 
ten Glykosilierung oder einen AntikOrper gerichtet gegen die 
aberrante Glykosiliemng umfasst. Diese Set ist sowohl fiir die 
immimtherapeutische als auch diagnostische Anwendiing bestiinmt. 
Die Erfindxing betrif ft weiter ein Selektionsverfahren zvir Auswahl 
von geeigneten Tiomor-spezifischen Antigenen unter Ziohilfenahme 
dieses Sets und entsprechende spezifische AntikSrperprSparatio- 
nen. 
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